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摘要 : 法 尼 基 焦 磷酸 合 酶 (farnesyl diphosphate synthase, FPPS) Æ) E f FERRE P 
类 物质 生物 合成 的 关键 酶 ， 其 催化 异 戊 二 烯 焦 磷 酸 ( IPP) 和 二 甲 基 焕 两 基 焦 磷酸 (DMAPP) 
合成 古 类 物质 前 体 法 尼 基 焦 磷酸 。 为 了 进一步 研究 广 营 香 帖 类 合成 途径 的 分 子 机 制 ,本 研究 
通过 逆转 录 聚 合 酶 链 式 反应 获得 PTS 基因 的 cDNA 序列 ， 利 用 生物 信息 学 软件 预测 FPPS 
编码 蛋白 的 理化 性 质 、 结 构 和 功能 。 结 果 表明 该 序列 的 开放 阅读 框 全 长 1 050 bp， 编 码 349 
个 氨基 酸 ， 预 测 分 子 量 为 40 KD， 等 电 点 为 5.43， 存 在 一 个 结构 域 ,参与 异 戊 二 烯 化 合 物 的 
合成 ， 不 存在 信号 肽 ， 亚 细胞 定位 于 细胞 质 ;， RRRA ET FPPS 氨基 酸 序 列 和 
丹参 (Salvia miltiorrhiza Bunge), TURAE. (Salvia officinalis Linn) 的 氨基 酸 序 uu 
近 。 其 次 ， 为 研究 其 蛋白 的 表达 情况 ， 该 文 使 用 无 颖 克隆 技术 构建 pET-32b-FPPS 原核 表达 
载体 ， 并 导入 菌株 BL21 (DE3) 中 ， 考 察 不 同 浓度 异 丙 基 -B-D- 硫 代 半 乳 糖苷 OPTOG) 对 诱 
导 融 合 和 蛋白 的 表达 量 的 影响 。 结 果 发 现 融 合 表达 和 蛋白 以 包涵 体形 式 存在 沉淀 中 ，4 个 浓度 的 
IPTG 诱导 和 蛋白 表达 效果 差异 不 明显 。 最 后 ， 为 研究 来 莉 酸 甲 酯 (MeJA) 对 FPPS 表达 量 的 
影响 ， 该 文采 用 荧光 定量 技术 分 析 0.1、0.25 mmol ! MeJA 对 FPPS 基因 表达 水 平 的 影响 ， 
发 现 0.1 mmol-L'! MeJA 诱导 后 FPPS 基因 的 表达 量 的 趋势 是 先 升 高 后 降低 再 升 高 再 降低 ; 
0.25 mmol-L'' MeJA 诱导 后 FPPS 基因 的 表达 量 的 趋势 是 先 降低 后 升 高 再 降低 。 推 测 植 物体 
内 MeJA 浓度 的 变化 能 影响 FPPS 基因 的 表达 ， 高 浓度 具 抑 制作 用 ， 低 浓度 具 促 进 作用 。 本 
研究 为 广 巩 香 莫 类 合成 途径 的 研究 奠定 基础 ， 为 后 续 基因 功能 验证 提供 理论 参考 。 
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Abstract: Farnesyl diphosphate synthase (FPPS), a key enzyme for terpene biosynthesis in 
patchouli mevalonate pathway, catalyzes isoprene pyrophosphate (/PP) and dimethylallyl 
Diphosphate pyrophosphate (DMAPP) into farnesyl pyrophosphate. Firstly, in order to study the 
molecular mechanism of terpenoid synthesis pathway in patchouli, this study obtained the cDNA 
sequence of the FPPS gene by reverse transcription, and used bioinformatics software to predict 
the physicochemical properties, structure and function of the protein encoded by FPPS. The 
results show that the open reading frame of the sequence is 1 050 bp in length and encodes 349 
amino acids. The predicted molecular weight of the expressed protein is 40 KD. The isoelectric 
point of the protein is 5.43. And there is a domain involved in the synthesis of isoprene 
compounds . There is no signal peptide in the protein, and its subcellular localization is in the 
cytoplasm. Phylogenetic analysis shows that the amino acid sequence of patchouli FPPS is closest 
to the amino acid sequence of Salvia miltiorrhiza and Salvia japonica. Secondly, in order to study 
the expression of FPPS protein, the effect of different concentrations of isopropyl-p-D- 
thiogalactoside on the expression of the fusion protein was examined. The result indicated that 
fusion-expressed protein was present in the form of inclusion bodies. And there was no significant 
difference in the expression of protein induced by 4 concentrations of IPTG. Finally, in order to 
study the effect of methyl jasmonate (MeJA) on the expression of FPPS, this experiment used 
fluorescence quantitative technology to analyze the effects of 0.1 and 0.25 mmol-L'' MeJA on the 
expression level of FPPS gene. The results found that the expression of FPPS gene after 0.1 
mmol- L” MeJA induction was first increased, then decreased, then increased and then decreased. 
However, after 0.25 mmol-L'' MeJA induction, the expression of FPPS gene tended to decrease 
first, then increase and then decrease. It is speculated that high concentrations of MeJA have an 
inhibitory effect, and low concentrations of MeJA have a promoting effect. This study lays the 
foundation for the research on terpenoid synthesis pathways of patchouli and provides a 
theoretical reference for subsequent gene function verification. 
Key words: Pogostemon cablin, farnesyl pyrophosphate, seamless cloning, methyl jasmonate, 
qPCR 

J| SE ESOS T JEJE REHRLSS SER TRJ Pogostemon cablin 的 干燥 地 上 部 分 ， 在 我 国 海 南 地 
区 和 岭南 地 区 均 有 栽培 ， 常 用 于 治疗 署 湿 导致 的 各 种 表 证 ， 也 用 于 湿 浊 导致 的 胃 腕 不 适 。 目 
前 , 广 敖 香 不 仅 作 为 一 种 药 用 植物 ,同时 也 作为 一 种 香料 植物 。 广 敖 香 油 含有 140 多 种 生物 
活性 物质 ， 其 中 包括 槛 类 化 合 物 和 类 黄酮 CMallappa & Uma, 2015) , 常用 于 缓解 抑郁 和 压 
力 ,镇 静 神 经 ， 控 制 食欲 ,改善 性 欲 ; 同时 还 具有 杀 虫 ， 抗 菌 和 抗 真 菌 的 特性 CAlbuquerque 
et al., 2013; Rocha et al., 2018) 。 广 区 香醇 作为 广 蓝 香 油 的 主要 成 分 之 一 ， 是 一 种 广泛 用 于 
香水 和 化 妆 品 的 三 环 倍 半 凋 化 合 物 (Paul et al., 2010) ， 可 作为 紫杉醇 的 化 学 合成 起 始 化 合 
物 (Blowman et al., 2018) 。 近 年 来 随 着 广 理 香 药 用 价值 不 断 被 挖掘 ， 医 药 和 香料 行业 对 广 
蔓 香 的 需求 日 益 增 加 ， 因 此 ,研究 广 芒 香 中 重要 化 合 物 合成 的 分 子 机 制 ， 提 高 广 昔 香 药材 中 
挥发 油 的 含量 ， 特 别 是 广 旨 香醇 含量 ， 有 具有 重要 意义 。 
FROME 二 磷酸 合 酶 有 两 种 立体 结构 ， 分 别 属于 E 家 族 和 Z 家 族 ， 在 EE 家 族 中 ， 异 
戊 二 烯 链 中 的 矶 原子 在 双 键 的 相反 侧 ( 反 式 ) ， 其 家 族 主要 合成 短 链 类 异 戊 二 烯 ; 而 对 于 也 
家 族 ， 异 成 二 烯 链 中 的 碳 原子 在 双 键 的 同一 侧 〈 顺 式 ) ， 主 要 合成 长 链 类 异 戊 二 烯 。 法 尼 
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焦 磷 酸 合 酶 是 类 异 戊 二 烯 途径 的 主 链 延 伸 酶 ， 属 于 异 戊 二 烯 基 二 磷酸 合 酶 的 E 家 族 。 众 化 
二 甲 基 烯 两 基 (CDM4PP) 二 磷酸 (C5) 的 连续 缩合 和 香 叶 基 二 磷酸 (C10) 的 烃基 加 成 到 
异 戊 烯 基 PP) 二 磷酸 (C5) 中 , 生成 法 尼 基 焦 磷 酸 (FPP) 的 E- 异 构 体 (C15) CThulasiram 
& Poulter, 2006; Kellogg & Poulter, 1998) . FPPS 是 类 异 戊 二 烯 途径 合成 化 合 物 的 分 支点 ， 
相当 于 化 合 物 合成 的 发 散 点 。 因 此 , 一 旦 FPPS 活性 或 结构 的 改变 会 使 下 游 类 异 戊 二 烯 化 合 
物产 生 较 大 差异 ,使 流 问 各 个 化 合 物 分 支 的 碳 通 量 产 生变 化 , 从 而 影响 到 下 游 菩 类 物质 表达 ， 
所 以 FPPS 在 类 异 成 二 烯 代谢 的 调节 中 起 着 至 关 重 要 的 作用 。FPPS 除了 是 合成 类 异 戊 二 烯 
的 关键 酶 外 ， 还 在 成 纤维 细胞 生长 因子 介 导 的 信号 转 导 中 起 作用 。FPPS 在 成 纤维 细胞 中 的 
过 表达 也 增加 了 Ras 信号 蛋白 的 法 尼 基 化 作用 ， 并 激活 细胞 外 Ras / ERK 信和 号 的 级 联 反应 
(John et al., 2002). 在 药物 研究 方面 ，FPPS 酶 可 充当 药物 开发 的 分 子 靶 标 。Beek et al. (1999) 
通过 在 牛 脑 上 使 用 C14 标记 甲状 成 酸 , 异 成 烯 基 焦 磷酸 和 二 甲 基 烯 两 基 焦 磷酸 ,证 明了 FPPS 
是 含 氮 的 双 腾 酸 酯 NBps 的 细胞 内 靶 标 。 随 着 对 FPPS 酶 功能 的 深入 研究 ， 越 来 越 多 功能 被 
裕 据 ， 将 有 望 提 高 其 在 药品 研发 和 生产 中 的 作用 ， 为 前 沿 医学 研究 做 贡献 。 

茉莉 酸 甲 酯 的 母体 结构 为 环 成 酮 ,是 业 莉 酸 经 过 甲 酯 化 产生 的 化 合 物 , 作为 植物 体内 的 
内 源 信 号 分 子 ， 在 植物 的 新 陈 代谢 、 次 生产 物 合成 、 抗 病虫害 和 抗 逆 性 方面 发 挥 重 要 作用 
(Fung et al., 2004) 。 一 般 情况 下 ， 莱 莉 酸 甲 酯 因为 其 挥发 性 和 分 子 特性 ， 可 以 从 植物 的 气 
孔 进 入 植物 体内 ,从 而 实现 长 距离 的 信号 传导 和 植物 间 的 信息 交流 ( 徐 伟 和 严 善 春 , 2004) 。 
灯 莉 酸 甲 酯 进入 植物 体 后 进一步 被 水 解 成 末 莉 酸 , 茉莉 酸 的 产生 会 刺激 不 同 种 类 的 次 生 代谢 
产物 的 生物 合成 ， 比 如 生物 碱 尼 古 丁 ， 异 哗 啉 ， 硫 代 葡 萄 糖苷 ， 花 青 素 ， 倍 半 六 化 合 物 青 蒿 
素 和 政 类 叮 吹 生物 碱 等 。 当 昆虫 哨 食 植物 时 ， 植 物 通 过 释放 特异 性 的 应 激 子 ， 从 而 产生 挥发 
性 物质 参与 到 防御 中 ， 在 在 这 一 系列 的 信号 传导 中 ， 莱 莉 酸 被 认为 是 这 一 过 程 的 核心 物质 
(Kessler et al., 2004) > Thaler (1999) 发 现 用 莱 莉 酸 处 理 过 的 烟草 植株 挥发 性 物质 的 量 会 
增加 , 在 一 定 程度 上 提高 了 烟草 害虫 被 寄生 蜂 寄 生 的 概率 。Ozawa et al. (2009) 和 Zhou et al. 
(2009) 研究 发 现 利 马 豆 植株 在 经 过 茉莉 酸 处 理 后 能 够 释放 熙 类 挥发 物 ， 从 而 引诱 捕食 性 螨 
虫 来 捕食 叶 螨 、 细 须 螨 、 跌 线 螨 和 妆 螨 等 有 害 螨 。 

茉莉 酸 甲 酯 的 信号 传导 会 使 植物 挥发 性 物质 的 增加 , 倍 半 昔 类 化 合 物 是 挥发 性 物质 的 重 
要 组 成 成 分 ,而 法 尼 基 焦 磷 酸 又 是 合成 倍 半 熙 化 合 物 的 重要 前 体 物质 , 因此 研究 茉莉 酸 甲 酯 
对 法 尼 基 焦 磷 酸 基因 的 表达 调控 , 对 于 揭示 茉莉 酸 甲 酯 在 植物 之 间 的 信号 传导 及 植物 发 挥 抗 
E 病虫害 的 机 制 具有 重要 作用 。 
9 本 研究 对 广 蓝 香 的 FPPS 基因 进行 克隆 ， 采 用 无 缝 克隆 构建 Pet-32b-FPPS 原核 表达 载 
fk, 进行 原核 蛋白 小 量 表达 ， 并 对 FPPS 进行 生物 信息 学 分 析 ; 与 此 同时 利用 交 光 定量 PCR 
技术 研究 莱 莉 酸 甲 酯 对 FPPS 基因 表达 量 的 影响 ,以 期 对 进一步 研究 广 营 香 的 倍 半 矿 生物 合 
成 途径 及 茉莉 酸 甲 酯 对 FPPS 的 调控 表达 机 制 葛 定 基 础 。 
1 材料 
1.1] EFH 
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1.2 菌株 

大 肠 杆菌 感受 态 DH5a、 蛋 白 表 达 菌 株 BL21(DE3) 均 购 自 北 京 庄 盟 国际 生物 基因 科技 
有 限 公司 。 
1.3 仪器 和 试剂 


仪器 : 电子 天 平 CP214〈 奥 豪 斯 仪器 有 限 公 司 ) ; 紫外 微分 光 光 度 计 (K5500PlIus， 北 


京 凯 奥 科 技 发 展 有 限 公 司 ) ; PCR fX. T100 (Bio-Rad Laboratories, Inc) ; 电泳 仪 DYCP-31CN 
(北京 六 一 生物 科技 有 限 公司 ); 凝 胶 成 像 仪 Tocan320 〈 上 海 领 成 生物 科技 有 限 公司 ) ， 
蓝光 切 胶 仪 BD-BGC1《〈 无 锡 博 弗 瑞 德 生物 科技 有 限 公 司 ) ; 冷冻 离心 机 3K15 (SIGMA) ; 
恒温 摇 床 QYC-200〈 上 海 福 玛 实验 设备 有 限 公 司 ) ; 严 光 定量 PCR {X (Biorad CFX96) ; 
细胞 破碎 仪 (SONICS VCX750) ; 

试剂 : TRIpure Reagent (北京 艾 德 莱 生物 科技 有 限 公 司 ); FastKing 一 步 法 RT-PCR iX 
剂 盒 ; 琼脂 糖 (Biowest 公司 ); DNA 纯化 回收 试剂 盒 、 质 粒 小 提 试 剂 盒 ; pGM-T Fast ligation 
kit (天 根 生化 科技 有 限 公 司 ) ; SYBR? Green Pro Taq HS 预 混 型 qPCR RAA Evo M-ML V 
RT 试剂 盒 〈 艾 科 瑞 生物 ) ; 6xprotein loading buffer. Blue Plus Protein Marker (北京 全 式 金 
生物 技术 有 限 公司 ) ; pET32b 质粒 、SE 无 颖 克隆 和 组 装 试剂 盒 、DL2000 Marker、ExRed 
核酸 电泳 染料 〈 北 京 庄 盟 国际 生物 基因 科技 有 限 公 司 ) 。 

2 JH 
2.1] ÆFA RNA 的 提取 

按照 TRIpure Reagent 试剂 盒 说 明 书 提取 RNA, 根据 FastKing 一 步 法 RT-PCR 试剂 盒 得 
到 cDNA， 将 产物 进行 1% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 鉴定 ， 切 胶 回收 目的 片段 ， 并 测定 cDNA. 的 浓度 
和 纯度 ，-20 °C 保存 。 

2.2 FPPS 基因 的 TA 克隆 

按 pGM-T Fast ligation 试剂 盒 说 明 书 进行 工 A 克隆 。 导入 DH5a 感受 态 细胞 后 , 用 引物 
FPPS-F: ATGGCGAATCCGAACGGAGC, FPPS-R: TTATTTCTGTCTCTTGTAAATCTTGCC 
进行 菌 液 PCR 鉴定 。 取 阳性 克隆 菌 液 过 夜 培 养 ， 使 用 质粒 提取 试剂 盒 提 取 质 粒 ， 检 测 浓 度 
及 纯度 ， 取 适量 质粒 送 擎 科 生物 科技 有 限 公司 测序 ， 剩 余 质 粒 -20 °C 保存 ， 测 序 结果 使 用 
contigeexpress 软件 进行 序列 拼接 ， 并 用 Blastn 进行 序列 比 对 。 

2.3 无 颖 克隆 构建 pET-32b-FPPS 原核 表达 载体 
2.3.1 FPPS 基因 和 pET32b 载体 同 源 辟 的 引入 
FPPS 基因 PCR 反应 体系 : pGM-T-FPPS 重组 质粒 (100 ng: uL? 1 uL, 引物 FPPS-pET-F 
(10 umo-L) 1.25 pL， 引 物 FPPS-pETR CuM-L' 1.25 uL, PrimeSTAR® Max DNA 
Polymerase 25 uL, ddH5O 补足 至 50 kL。 (引物 FPPS-pET-F: 
ACGACGACGACAAGGCGAATCCGAACG 
GAG， 引 物 FPPS-pET-R: AGGGGTTATGCTAGTTATTTCTGTCTCTTG) 

pET-32b 载体 PCR 反应 体系 : pET-32b 载体 (60 ng- uL 1 uL, 引物 pET-F CI0 umol-L/) 
1.25 uL, 引物 pET-R C10 umol-L/ 2 1.25 uL, PrimeSTARG Max DNA Polymerase 25 uL, ddH;O 
补足 至 50 uL. (引物 pET-F: GAGACAGAAATAACTAGCATAACCCCTTGG, pET-R: 
CGTTCGGATTCGCCTTGT CGTCGTCGTCGGTAC) 

FPPS 基因 和 pET-32b 载体 PCR 反应 条 件 : 95 °C 预 变性 3 min，98 °C 变性 10s, 55°C 
退火 5s，72 °C 延伸 6s， 共 35 个 循环 ，72 °C 终 延伸 5 min。 产 物 经 1 % 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 鉴 
定 后 切 胶 回收 ， 并 检测 浓度 及 纯度 ，-20 °C 保存 备用 。 

2.3.2 FPPS 基因 与 pET-32b 线性 化 载体 的 环 化 

按照 无 颖 克隆 试剂 盒 说 明 书 对 FPPS 基因 和 pET-32b 线性 化 载体 进行 环 化 , 环 化 后 导入 
DHS5Su 感受 态 细胞 进行 克隆 ， 挑 取 单 菌落 小 量 培 养 后 进行 菌 液 PCR 验证 ， 阳 性 克隆 菌株 培 
养 后 提取 质粒 后 送 测序 。 测 序 结果 拼接 后 与 工 A 克隆 测序 结果 比 对 ， 同 时 确认 目的 条 带 插 
入 位 点 是 否 准 确 。 

2.4 J| Ew FPPS 基因 蛋白 的 小 量 表达 
分 别 考察 不 同 温度 (20、25、30、37 *C)、 不 同 浓度 的 IPTG (1、0.75、0.5、0.25 mmol LP 


Re 


诱导 下 蛋白 的 表达 情况 。 
分 别 取 50 uL 各 浓度 IPTG 诱导 得 到 的 上 清 、 沉 淀 和 对 照 空白 菌 液 ， 加 入 10 pL 6x £& FH 
上 样 缓冲 液 ，100 °C 加 热 10 min, HX 10 uL 样品 进行 电泳 ， 电 泳 条 件 为 80V， 20 min; 120 
V，80 min， 总 电泳 时 长 100 min. 

电泳 结束 后 使 用 考 马 斯 亮 蓝 染色 过 夜 ， 脱 色 后 进行 拍照 。 
2.5J| 48 FPPS 基因 的 生物 信息 学 分 析 

采用 Expasy 在 线 分 析 平 台 对 FPPS 编码 的 蛋白 进行 一 级 结构 和 理化 性 质 进行 分 析 ; 采 

] TMHMM 2.0 预测 蛋白 跨 膜 结构 ， 使 用 SignalP4.1 在 线 预 测 蛋 白 是 否 含有 信和 号 肽 ， 使 用 
ProtComp 9 预测 蛋白 的 亚 细 胞 定位 ; 使 用 SOPMA 预测 蛋白 结构 域 ; 使 用 SWISS-MODEL 
在 线 软件 ， 基 于 同 源 建 模 的 方法 ， 构 建 FPPS 的 三 级 结构 模型 。 
利用 MEGA7.0 软件 将 本 实验 获得 的 FPPS 基因 编码 的 氨基 酸 序列 和 GenBank 上 收录 的 
其 他 植物 61 种 植物 的 FPPS 基因 编码 的 氨基 酸 序列 进行 多 序列 比 对 ， 并 构建 系统 发 育 树 。 
2.6 MeJA XI] EF FPPS 表达 量 的 影响 
2.6.1 材料 的 选取 及 处 理 

取 30 株 插 插 半 年 、 生 长 状态 良好 的 广 整 香 ， 搬 至 恒温 室 中 培养 数 天 以 使 植物 适应 实验 
环境 , 配制 好 0.1、0.25 mmol.I 茉莉 酸 甲 酯 溶液 , 均匀 喷洒 在 植物 叶片 上 , 覆 上 保温 膜 hs 
于 2019 年 8 月 26 号 9 点 开始 取样 ， 分 别 于 0、2、6、12、24、48、72 h 采摘 成 熟 的 叶片 ， 
迅速 置 于 液 氮 中 速冻 后 放 于 -80 °C 冰箱 保 存 。 
2.6.2 RNA 的 提取 及 cDNA 第 一 链 的 合成 

RNA 提取 和 2.1 方法 一 致 , cPDNA 第 一 链 合 成 根据 Evo M-ML V RT 试剂 盒 说 明 书 进行 。 
2.6.3 引物 设计 及 验证 

IRI dE FPPS 基因 和 内 参 基因 18S rRNA. 的 mRNA 序列 ， 采 用 CmSuite8 软件 设 
计 PCR 引物 , 引物 由 警 科 新 业 生 物 技术 有 限 公司 合成 QFPPS-F: AGGTCCCTAAGGTTGG 
TATG; QFPPS-R: GGAACTCCACCTCATTGAAC; 内 参 基因 18S 引物 18S-F: TCAACCATA 
AACGATGCCGACC; 18S-R: TTTCAGCCTTGCGACCATACTCC。 验 证 FPPS 及 内 参 基因 
使 用 10 uL 体系 ，RT-PCR 程序 为 预 变性 98 C, 30s; 变性 98°C，10s; 复 性 53 *"C，30 s; 
延伸 72°C, 1min; 终 延伸 72°C，7 min; 中 间 3 步 进 行 40 个 循环 。 反 应 结束 后 使 用 1% 琼 
脂 糖 电泳 进行 检测 。 
2.6.4 KIGE E PCR 反应 

荧光 定量 PCR 反应 按 SYBR? Green Pro Taq HS 预 混 型 qPCR 试剂 盒 的 说 明 书 进行 ， 样 
本 和 内 参 都 设置 了 3 个 平行 , 在 96 孔 板 中 进行 ， 以 1mL 无 水 乙醇 稀释 同样 倍数 后 喷洒 于 广 
E TENI RHE. 
2.6.5 数据 统计 与 分 析 

每 个 样品 设置 3 个 重复 , 使 用 2-AACT 法 对 荧光 定量 的 数据 进行 处 理 ， 基 因 的 表达 量 为 
2-AACT， 处 理 组 和 对 照 组 的 ACT= 目 标 基 因 的 CT 值 一 同一 样本 内 参 基 因 的 CT 值 ， AA CT 
= 处 理 组 的 ACT 一 对 照 组 的 ACT， 最 后 利用 统计 学 软件 SPSS 对 数据 进行 显著 性 分 析 。 


3 结果 
3.1 ZEA RNA 的 提取 与 FPPS 的 cDNA 的 合成 
提取 到 3 个 平行 组 的 总 RNA 完整 性 都 较 好 ，OD260/280 为 1.8，1% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 显 


示 18 S，28 S 条 带 清晰 ， 能 满足 后 续 实验 需要 ， 见 图 1。 使 用 一 步 法 逆转 录 试 剂 盒 得 到 的 
cDNA 进行 电泳 显示 在 1 000~1 500 bp 之 间 有 清晰 明亮 的 条 带 ， 见 图 2。 


2 000 bp 
1 500 bp 
1 000 bp 
750 bp 
500 bp 


250 bp 
100 bp 


图 1 RNA 琼脂 糖 凝 胶 电泳 图 2 cDNA 琼脂 糖 凝 胶 电泳 


Fig. 1 RNA agarose gel electrophoresis Fig. 2 cDNA agarose gel electrophoresis 

32 Jd FPPS 基因 的 TA 克隆 

构建 完 T 载 体 后， 进行 菌 液 PCR 验证 阳性 克隆 ， 将 阳性 克隆 菌株 培养 后 提取 质粒 后 送 
擎 科 生 物 有 限 公司 测序 ， 测 序 结果 进行 BLAST， 结 果 显示 与 NCBI 上 其 他 植物 的 FPPS 基 
因 有 很 高 匹配 度 ， 上 传 到 GenBank， 登 录 号 为 MN326318. 
3.3 无 颖 克隆 构建 原核 表达 载体 

FPPS 基因 和 pET-32b 载体 引入 同 源 臂 后 ， 使 用 1% 琼 脂 糖 电泳 检测 ， 结 果 显 示 FPPS 
基因 在 1 000~1 500 bp 有 明显 条 带 , pET-32b 载体 片段 在 5 500 处 有 一 清晰 明亮 条 带 , 见 图 3。 
无 颖 克隆 后 再 转 入 DH5a， 挑 取 8 个 菌落 进行 菌 液 PCR 验证 ，8 个 菌落 全 部 转化 成 功 ， 见 图 
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iE: 1. DL2000 Marker; 2. FPPS 基因 ; 3.pET-32b 线性 化 载体 片段 ，4. DL15000 Marker. 

Note: 1. DL2000 Marker; 2. FPPS gene; 3. pET-32b linearized vector fragment; 4. DL15000 Marker. 
图 3 引入 同 源 臂 后 的 FPPS 基因 和 pET-32b 琼脂 糖 电泳 图 
Fig. 3 FPPS gene and pET-32b agarose electrophoresis after introduction of homology arms 
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iE: 1. DL2000 Marker; 2. 空 载体 菌 液 ，3-9. 融合 表达 载体 菌 液 。 

Note: 1. DL2000 Marker; 2. Empty carrier bacteria liquid; 3-9. Bacterial fluid containing fusion expression vector. 
图 4 菌 液 PCR 验证 结果 

Fig. 4 PCR verification resultsof bacterial solution 


3.4 FPPS 蛋白 的 表达 
控制 20"C、130 rmin7， 分 别 对 含有 0, 0.25, 0.5, 0.75, 1.0 mmol- L! IPTG 的 菌 液 诱 


F 6h 进行 考察 ， 结 果 发 现 ，pET-32b-FPPS 菌株 表达 的 蛋白 为 硫 氧 还 蛋白 -FPPS 融合 蛋白 ， 
4 T 573 50 KD 左右 ， 从 图 $ 可 明显 看 出 ， 融 合 蛋 白 没 有 在 上 清 表达 ， 而 是 以 包涵 体形 式 
存在 于 沉淀 。 在 20 °C 不 同 浓度 PTG 诱导 下 可 看 出 ， 融 合 蛋 白 在 的 表达 量 没 有 显著 差异 。 


(R20 
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iE: 1. ÆA marker; 2. pET32b-FPPS 未 诱导 全 菌 ，3. 1.0 mmol.L IPTG 诱导 上 清 ; 4.1.0 mmol-L' IPTG 


诱导 沉淀 ;5$. 0.75 mmol-L! IPTG 诱导 上 清 ; 6. 0.75 mmol.LIIPTG 诱导 沉淀 ，7. 0.5 mmol. L! IPTG 诱导 
i$; 8.0.5 mmoLL'IPTG 诱导 沉淀 ; 9. 0.25 mmol-L! IPTG 诱导 上 清 ; 10. 0.25 mmol L'! IPTG 诱导 沉淀 。 


Note: 1. Protein marker; 2. pET32b-FPPS uninduced whole bacterial protein; 3. 1.0 mmol-L'! IPTG induced 
supernatant protein; 4. 1.0 mmol-L'! IPTG induced precipitated protein; 5. 0.75 mmol-L'! IPTG induced 
supernatant protein; 6. 0.75 mmol-L'! IPTG-induced precipitation of protein; 7. 0.5 mmol-L'! IPTG-induced 
supernatant protein; 8. 0.5 mmol-L'! IPTG-induced precipitation of protein; 9. 0.25 mmol- L IPTG-induced 
supernatant protein; 10. 0.25 mmol- L IPTG-induced precipitated protein. 

图 5 FPPS 蛋白 小 量 表达 电泳 图 
Fig. 5 Small expression electropherogram of FPPS protein 

3.5 生物 信息 学 分 析 

FPPS 基因 的 开放 阅读 框 全 长 为 1 050 bp. 编码 349 个 氨基 酸 。 与 其 他 61 种 植物 的 FPPS 
的 氨基 酸 序列 的 系统 发 育 树 表明 , J EER FPPS 氨基 酸 序列 与 同 为 层 形 科 的 丹参 和 撤 尔 维 
亚 氨基 酸 序 列 的 杀 缘 关系 最 近 ， 聚 为 一 文 ， 可 信 度 为 84%， 它 们 与 杜仲 科 、 毛 萌 科 、 龙 胆 
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科 、 兰 科 植 物 聚 为 一 大 类 ; 其 他 植物 大 都 
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以 同 科 属 聚 为 一 类 ， 见 图 6. 


56 橡胶 树 Hevea brasiliensis KP677545.2 
99 Æ$ Manihot esculenta AMN82833.1 
橡胶 树 2 H.brasiliensis Z49786.1 
HK Ricinus communis K T306005.1 
印度 Safed Musli Chlorophytum borivilianum KM272205.1 
白羽 扁豆 Lupinus albus U15777.1 
B4 3E Medicago sativa GU361537.1 
绞股蓝 Gynostemma KJ917160.1 
土 沉香 Aquilaria sinensis KC708224.1 
so 树 棉 G.arboreum v12072.1 
99 陆地 棉 Gossypium hirsutum KU513440.1 
巴 旦 木 Prunus persica KJ789372.1 
99 苹果 Malus x domestica AYO083165.1 
99 Pré% Pyrus communis KF855953.1 
99 辣椒 C.annum X84695.1 
22 番茄 Lycopersicon esculentum AF048747.1 
红 参 Panax sokpayensis K T936527.1 
60 it Valeriana officinalis KP735611.1 
#&F Gardenia jasminoides MG81 1940.1 
68 白桦 Betula platyphylla KP729177.1 
青 钱 柳 Cyclocarya paliurus GU121224.1 
64 啤酒 花 Humulus lupulus AF268889.1 
罗汉 果 Siraitia grosvenorii KJ139983.1 
37 柱 果 Mangifera indica JN035296.1 
83 WAHE Tripterygium wilfordii KM058712.1 


向 日 葵 Helianthus annuus AF019892.1 
三 七 “Panax sokpayensis AMT75532.1 


32 


99 


52 


99 


印度 人 参 Withania somnifera HM855234.1 
拟 南 芥 A.thaliana X75789.1 
39 $iEfb Artemisia annua KJ609177.1 
pe 甘 菊 Matricaria chamomilla KJ130321.1 
86 丹参 Salvia miltiorrhiza HQ687768.1 
B4 扩 尔 维 亚 Salvia officinalis KY399787.1 
J 4 Pogostemon cablin MN326318 
芍药 Paeonia lactiflora KP708571.1 
黄龙 胆 Gentiana lutea AB017371.1 
杜仲 Eucommia ulmoides AY 162472.2 
73 iKilififff! Dendrobium huoshanense AHC30884.1 
铁皮 石狮 Dendrobium officinale JX679465.1 


28 


图 6 62 种 植物 FPPS 基 


99 台湾 银 线 兰 Anoectochilus formosanus MH104946.1 
金 线 兰 Anoectochilus roxburghii MH104945.1 
39 兰 Cymbidium goeringii JX050150.1 
x 蝴蝶 兰 Phalaenopsis japonica MGO18616.1 
腊梅 Chimonanthus praecox FJ415102.1 
野生 番茄 Solanum habrochaites FJ194969.1 
L7 龙骨 马尾 杉 Huperzia carinata JX027510.1 
99 蛇 足 石 杉 Huperzia serrata YX027508.1 
37 菊花 Chrysanthemum x morifolium KT809342.1 
虎 眼 万 年 青 Ornithogalum longebract KF509889.1 
99 东方 泽 泻 Alisma orientale HQ724508.1 
30 泽 泻 Alisma plantago HQ668175.1 
J| JLS} Fritillaria cirrhosa MG674920.1 
暗 紫 贝 母 Fritillaria unibracteata KX900485.1 
浦 竹 仔 Indosasa hispida KX819311.1 
玉米 Zea L39789.1 
普通 小 麦 Triticum aestivum JX235717.1 
99 磨 香 百合 Lilium longiflorum JF273657.1 
"e 乐 昌 含笑 Michelia chapensis GQ214406.1 
JVRSFfÓE Musa acuminata AF470318.1 
"n 红 姜 花 Hedychium coccineum JN695015.1 
22 Plagiochasma appendiculatum JQ905263.1 


办 编码 的 氨基 酸 序列 的 系统 发 育 树 
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8 


Fig. 6 Phylogenetic tree of amino acid sequences encoded by the 62 plant FPPS gene 


FPPS 基因 编码 的 蛋白 质 的 分 子 量 为 40 KD， 等 电 点 为 5.43。 氨 基 酸 组 成 中 ， 酸 性 氨基 


推测 其 蛋白 质 比 较 稳 定 。TMHMM 2.0 FN 

在 线 软 件 预 测 亚 细 胞 定位 于 细胞 质 。 
SOPMA 预测 FPPS 氨基 酸 序列 共有 4 

基 酸 总 数 的 61.32%， 参 与 链 延 伸 的 氨基 酸 


WE (Asp, Glu) 占 14.196, WIAR (Lys, Arg) 占 11.7%， 极 性 氨基 酸 (Asn，Cys，Gln， 
Ser, Thr, Tyr) 26%， 玻 水 氨基 酸 占 33.2%， 负 电荷 残 基 占 49%， 正 电荷 残 基 占 41%。 脂 
肪 系数 为 91.89, 不 稳定 系数 为 34.47, 在 酵母 体内 半衰期 大 于 20 h, 在 大 肠 杆 菌 体内 大 于 10h, 


上 蛋白 全 部 位 于 膜 外 ， 无 跨 膜 区 域 。 使 用 PSORTII 


种 二 级 结构 。 其 中 o- 螺 旋 氨 基 酸 有 214^, BA 
占 7.16%， 有 25 个 ，B- 转 角 和 氨基 酸 有 9 个 ， 占 氮 


基 酸 总 数 的 2.38%， 无 规则 卷曲 有 101 个 氨基 酸 参 与 ， 占 氨基 酸 总 数 的 28.94 %， 图 7。 
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使 用 SMART 在 线 软件 预测 FPPS 基因 编码 蛋白 的 结构 域 ， 结 果 发 现 FPPS 有 一 个 结构 


域 ， 包 含 266 个 氮 基 酸 残 基 ， 从 39~304 (aa 序列 ) ， 可 能 参与 异 戊 二 烯 化 合 物 的 合成 。 


其 他 信号 肽 。 


使 用 SignalP 5.0 预测 FPPS 蛋白 不 具有 脂 和 蛋白 信号 肽 (Sec/SPID、Tat 信和 号 肽 (TaVSPD 或 


采用 SWISS-MODEL 软件 对 FPPS 蛋白 进行 同 源 建 模 ， 以 单 熙 合 酶 FDS-5 和 叶绿体 -法 
尼 基 焦 磷酸 合 酶 1 REAA (SMTLID : 4kk2.1， 相 识 度 : 75.6696) 模板 蛋白 ,构建 FPPS 


蛋白 三 级 结构 模型 。GMQE 值 (Global Model Quality Estimation) 为 0.86; (GMQE 评分 区 


间 为 0-1, 越 靠近 1 表示 模型 越 可 靠 )JQMEAN 值 (Qualitative Model Energy Analysis) 为 -0.35 
(QMEAN 值 在 0 附近, 表明 模型 结构 与 相似 尺寸 的 实验 结构 具有 良好 的 一 致 性 。-4.0 或 以 
下 的 分 数 表 示 模 型 质量 较 差 ) ， 从 两 个 值 可 以 看 出 构建 的 3D 模型 比较 可 靠 ， 可 以 较 好 预测 


FPPS 和 蛋白 结构 ， 见 图 8。 
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注 : 蓝 色 代表 a 螺旋 ， 红 色 代 表 链 的 延伸 ， 绿 色 为 B 转角 ， 紫 色 代表 无 规则 卷曲 。 


Note: Blue represents alpha helix, red represents chain extension, green represents beta rotation, and purple 


represents random curl. 


图 7 FPPS 基因 编码 的 蛋白 的 二 级 结构 预测 
Fig. 7 Secondary structure prediction of proteins encoded by the FPPS gene 


图 
Fig. 8 Tertiary 


8 FPPS 基因 编码 的 蛋白 的 三 级 结构 预测 模型 


structure prediction model of protein encoded by FPPS gene 


3.6 SIEG FRED] FPPS 基因 表达 量 的 影响 
以 对 照 组 的 FPPS 基因 的 表达 量 为 1, 0.1 mmol- L! 茉莉 酸 甲 酯 诱导 下 48、72 h FPPS 的 
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E25 8: 0.25 mmol. L” 茉莉 酸 甲 酯 诱导 下 48 h FPPS 的 表达 量 与 对 


照 组 有 极 显著 性 差异 。 两 个 浓度 的 茉莉 酸 甲 酯 诱导 下 的 FPPS 基因 的 表达 量 均 在 48 h 达到 


最 高 。0.1 mmol- L’ 莱 莉 酸 甲 酯 诱导 下 的 FPPS 基因 的 表达 量 的 趋势 随 着 诱导 时 间 先 升 高 后 


降低 再 升 高 后 降低 ; 0.25 mmol.L ”茉莉 酸 甲 酯 诱导 下 的 FPPS 基因 的 表达 量 的 趋势 随 着 诱导 


时 间 先 降低 后 升 高 再 降低 ， 


见 图 9。 


chinaXiv:202003.00058v1 


w 


C] 对 照 组 Control group ** 
Ao mmol-L" MeJA 


, 0.25 mmolL MeJA 


pa d Dd 
in =] in 


相对 表达 量 
Relative transcript level 


处 理 时 间 Processing time (h) 


注 : ** 表 示 和 对 照 组 有 极 显著 差异 (P<0.01) 。 
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Note: ** Significantly different from the control group (P«0.01). 


图 9 不 同 浓度 MeJA 对 FPPS 基因 表达 量 的 影响 


Fig. 9 Effects of different concentrations of MeJA on the express 


4 讨论 


4.1 FPPS 蛋白 的 结构 和 功能 预测 


ion of FPPS gene 


FPPS 基因 预测 编码 的 蛋白 质 的 等 电 点 为 5.43， 本 实验 做 小 量 表达 发 现 蛋 白 在 沉淀 中 以 


包涵 体 存 在 ， 因 此 如 果 后 续 做 包涵 体 的 复 性 和 纯化 实验 ， 复 性 溶液 配 


时 pH 要 尽量 高 于 等 


电 点 ， 避 免 复 性 后 出 现 沉淀 ; 蛋白 的 亚 细 胞 定位 和 跨 膜 预测 结果 表明 FPPS 基因 只 存在 于 细 


胞 质 中 ， 这 与 前 人 的 报道 结果 〈 马 转 转 等 ，2015) 相 吻 合 ， 这 有 利于 后 续 学 者 研究 广 董 香 相 
关税 类 合成 部 位 和 进行 定向 转基因 ,比如 使 用 叶绿体 转运 肽 将 FPPS 基因 和 下 游 基因 导入 叶 


绿 体 中 ， 实 现 目 标 矿 类 化 合 物 在 叶绿体 的 大 量 表达 。SMART 预测 结 


表明 FPPS 有 一 个 参 


与 异 戊 二 烯 化 合 物 合 成 的 结构 域 , 从 结构 上 看 , 底 物 二 甲 丙 稀 基 焦 磷酸 和 异 戊 稀 基 焦 磷酸 均 
为 Cs 结构 ， 而 法 尼 基 焦 磷 酸 为 Cis 结构 ， 并 且 为 直 链 产物 ， 所 以 该 结构 域 可 能 参与 碳 链 的 


连接 ， 先 催化 底 物 生成 10 个 C 的 牧牛 儿 基 焦 磷酸 后 再 生成 Cis 的 法 尼 基 焦 磷酸 。 


4.2 茉莉 酸 甲 酯 对 FPPS 基因 的 调控 效果 
植物 体内 关键 酶 基因 的 表达 量 往往 受到 时 间 、 空 间 和 温度 的 影响 ， 


并 且 同 一 植物 的 不 同 


部 位 其 表达 量 也 有 一 定 的 差异 性 , 刘 囊 等 (2016) 通过 实时 荧光 定量 分 析 1 天 中 8 个 不 同时 


步 了 解 MeJA 对 植物 苹 类 合成 的 作用 机 制 。 


司 段 的 广 敬 香醇 合 酶 基因 的 表达 情况 ， 发 现 不 同时 间 段 基因 的 表达 量 有 很 大 差异 ， 并 且 在 3 
点 时 广 攻 香醇 合 酶 基因 表达 量 最 高 。 吴 耀 生 等 2007) 发 现在 一 年 生 的 三 七 中 ,次 烯 合 酶 基 
因 的 表达 量 是 根 > 疡 头 > 葵 。 本 次 实验 只 针对 茉莉 酸 甲 酯 对 成 熟 叶片 中 FPPS 基因 表达 量 的 影 
响 ， 并 在 实验 过 程 中 对 同一 时 间 同 一 样品 都 提取 多 个 RNA 后 进行 混合 ， 减 少 实验 过 程 中 叶 
片 个 体 差 异 。 后 续 实 验 将 对 不 同 成 熟 度 的 叶片 〈 老 叶 、 嫩 时、 成熟 叶 ) 进行 研究 ， 以 期 i 


外 源 施加 的 MeJA 对 FPPS 基因 的 表达 量 密切 相关 。FPPS 基因 的 表达 量 在 施 喷 低 0.1 
mmol-L'' MeJA 后 先 升 高 后 降低 再 升 高 再 降低 ， 然 而 在 施 喷 0.25 mmol-L'! MeJA 后 FPPS 基 


因 的 表达 量 是 先 降低 后 升 高 再 降低 。 

在 0.25 mmolL MeJA 诱导 下 ， 植 物 吸收 大 量 MeJA 后 ， 在 0、2、6h 阶段 FPPS 基因 
表达 量 是 出 现 抑制 情况 ，MeJA 在 植物 体内 降解 后 FPPS 表达 量 在 12、24、48 h 阶段 是 升 高 
的 ， 说 明 这 一 阶段 的 茉莉 酸 甲 酯 浓度 能 促进 FPPS 基因 的 表达 ， 进 一 步 降解 后 FPPS 表达 量 
降低 ， 植 物 慢 慢 恢复 原 有 水 平 。 

在 0.1 mmolL MeJA 诱导 下 ， 植 物 吸 收 MeJA 的 量 比较 少 ,在 2h 还 未 出 现 抑制 状态 ， 
因此 在 2 h FPPS 基因 表达 量 在 是 先 升 高 的 ， 植 株 逐 渐 吸 收 MeJA 后 浓度 达到 一 定 水 平 ， 出 
现 了 抑制 ，FPPS 基因 表达 量 在 6. 12. 24 h 阶段 是 逐步 降低 的 ， 植 物 对 茉莉 酸 甲 酯 降解 后 
达到 适宜 浓度 ，MeJA 浓度 对 FPPS 表达 量 又 出 现 了 促进 作用 ， 在 48 h FPPS 基因 表达 量 升 
高 ， 进 一 步 降 解 后 72 h 表达 量 降低 。 

茉莉 酸 甲 酯 浓度 越 高 ， 植 物语 集 的 越 快 ， 更 快 出 现 抑 制 情况 。 综 合 两 个 浓度 的 MeJA 对 
FPPS 基因 表 达 量 的 影响 可 以 推测 在 植物 体内 高 浓度 的 茉莉 酸 甲 酯 会 抑制 TPPS 基 因 的 表达 ， 
低 浓度 茉莉 酸 甲 酯 能 促进 FPPS 基因 的 表达 。 

在 冬 类 生物 合成 的 途径 中 ， 转 录 因 子 通 过 与 相关 的 合成 酶 基因 5’ 端 上 游 的 启动 子 元 件 
相互 结合 ， 从 而 抑制 或 增强 相关 熙 类 的 合成 。 此 外 ,转录 因 子 还 可 以 对 代谢 通路 上 多 个 其 他 
驾 点 进行 同时 调控 , 使 其 他 基因 的 表达 也 受到 影响 并 使 基因 表达 趋向 于 产生 相 类 似 的 代谢 产 
物 ， 从 而 达到 多 个 骤 点 调控 的 作用 CAharoni & Galili，2011) 。 随 着 医药 行业 的 高 速 发 展 ， 
汞 类 物质 在 临床 上 的 作用 不 断 被 挖掘 , 使 入 类 化 合 物 的 需求 量 逐 渐 增 加 , EXE EH T REDE 
物 结构 的 复杂 性 使 化 学 合成 遇 到 极 大 阻碍 , 目前 大 部 分 项 类 化 合 物 只 能 依靠 从 原 植物 中 提取 
获得 。 因 此 ,从 分 子 水 平 上 来 调控 原 植物 中 机 类 的 代谢 从 而 提高 熙 类 化 合 物产 量 成 为 科研 工 
乍 者 的 研究 热点 ， 而 从 关键 酶 基因 的 转录 水 平 上 进行 调控 更 是 研究 的 必然 趋势 。 
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